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Zusammenfassung 
Untersuchungen zur Regulation der Proteinexpression in Sorbitol 
fermentierenden (SF) und nicht Sorbitol-fermentierenden (NSF) 
enterohämorrhagischen Escherichia coli Bakterien (EHEC) bei 
unterschiedlichen Sauerstoffangeboten und pH-Werten 
 
Shiga-Toxin tragende Escherichia coli Bakterien (EHEC) können neben 
Durchfallerkrankungen auch schwere Gesundheitsschäden, wie das hämolytisch-
urämische Syndrom (HUS) hervorrufen. Wie andere Organismen unterliegen auch 
EHEC-Bakterien einer Proteinregulation, sodass Proteine bei unterschiedlichen 
Umweltbedingungen verstärkt oder vermindert exprimiert werden. Durch 
unterschiedliche Sauerstoffgehalte und bei verschiedenen pH-Werten wurden die 
veränderten Proteinexpressionen aus dem Gesamtproteinhalt von Sorbitol-
fermentierenden (SF) und nicht Sorbitol-fermentierenden (NSF) EHEC-Stämmen 
vergleichend untersucht. Bei variiertem Sauerstoffgehalt wiesen in eindimensionalen 
Gelen bei SF drei und bei NSF sechs Proteine veränderte Signalintensitäten auf. Bei 
neutralen bis schwach alkalischen pH-Werten wurden bei SF fünf und bei NSF neun 
höhere Proteinsignale als bei geringeren pH-Werten bestimmt. Ein 52 kDa großes 
Protein, das bei reduziertem Sauerstoffgehalt und neutralem pH-Wert verstärkt 
exprimiert worden war, wurde mittels MALDI-TOF als das Enzym Tryptophanase 
identifiziert. Semi-quantitative und qualitative Gelanalysen mit nachfolgender 
Proteinidentifizierung ermöglichten die Detektion einer Regulation durch veränderte 
Wachstumsbedingungen. Mit dieser Methodik lassen sich auch Regulationen 
bakterieller Pathogenitätsfaktoren untersuchen, die für eine Therapie und Prävention 
von sehr großer Bedeutung sein können.  
Tag der mündlichen Prüfung: 03.02.2011 
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1. Einleitung 
 
Escherichia coli Bakterien mit den enterohämorrhagischen Stämmen (EHEC) zählen 
nach Salmonellen, Campylobacter und Yersinien zu den häufigsten Vertretern der 
bakteriellen Enteritiserreger in Deutschland [73]. 
Eine Infektion mit EHEC führt nach einer Inkubationszeit von drei bis acht Tagen meist 
zu wässrigen Durchfällen und gelegentlich zu blutiger Diarrhoe, die mit Bauchkrämpfen 
(Gastroenteritis) einhergehen können [84]. Von allen Serovaren kommt dem EHEC-
Serovar O157:H7/H
-
 besondere Bedeutung zu. Auch andere EHEC-Serotypen wie 
O26:H11, O111:H2, O103:H2 und O145:H25 führen bei Patienten zu blutigen 
Durchfallerkrankungen und können in 5-10% der Fälle zum hämolytisch-urämischen 
Syndrom (HUS) führen [47, 71, 89, 95-97], das durch Thrombozytopenie, hämolytische 
Anämie sowie Nierenversagen charakterisiert ist. Eine Infektion im Erwachsenenalter 
verläuft meist symptomlos und ist selbstlimitierend. Besonders gefährdet sind Personen 
mit verminderter Abwehrhaltung wie Kinder, Schwangere und ältere Menschen, wovon 
sich bei etwa 20% ein schweres Krankheitsbild entwickeln kann. Nach Überstehen eines 
HUS können Gesundheitsschäden und Beeinträchtigungen wie Bluthochdruck und 
eingeschränkte Nierenfunktion zurückbleiben, die sogar lebenslange Dialyse bedeuten 
können [85]. 
EHEC ist säurestabil [84]. Die Infektionsdosis ist mit 100 Keimen sehr niedrig. Leicht 
kann die Infektion durch Schmierübertragung von Mensch zu Mensch weitergegeben 
werden [72]. Ursächlich für eine Infektion mit EHEC sind unbehandelte Tierprodukte 
wie unpasteurisierte Milch, kontaminierte Rohmilch, Rohmilchkäse oder auch 
Rohwurst und unzureichend gegartes Fleisch. In seltenen Fällen sind Infektionen durch 
Schwimmen in Oberflächengewässern sowie berufsbedingte Tierkontakte in der 
Fleisch- und Lebensmittelindustrie möglich [2, 3, 6, 8-10, 14, 15, 41, 42, 54-56, 65]. 
 
Escherichia coli Bakterien, so auch EHEC, sind in der Lage, den Stoffwechsel an 
veränderte Umweltbedingungen zu adaptieren und je nach Nährstoffangebot über 
unterschiedliche Stoffwechselwege verschiedenartige Proteine zu exprimieren. Auch 
hier finden komplexe Regulationsmechanismen statt, deren Kenntnis von großer 
medizinischer Bedeutung sein kann. 
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1.1 Regulationsmechanismen von Bakterien und EHEC 
 
Genregulation ist die Aktivitätssteuerung von Genen und die Expression ihrer Produkte. 
Die Regulation findet im Allgemeinen auf verschiedenen Ebenen statt, wie der 
Genexpression bzw. Transkription, Translation und Translationsgeschwindigkeit, 
mRNA-Stabilität sowie Enzymstabilität und -aktivität. Sehr viele regulatorischen 
Proteine werden in Repressoren und Aktivatoren unterteilt, welche je nach 
Wechselwirkungen die Produktion von Genen bzw. Proteinen an- oder ausschalten 
können. Der regulative Mechanismus ist während der gesamten Lebensphasen einer 
jeden Zelle wie die Zellteilung, der Zelltod und die Anpassung auf die jeweiligen 
wechselnden Umgebungen von großer Bedeutung [81]. Faktoren, die eine regulative 
Veränderung intrazellulär bewirken, sind u. a. Temperatur, pH-Wert, Nährstoffangebot, 
Wachstumsfaktoren, osmotischer Druck und Adhäsionsmoleküle.  
Bei Bakterien sind Gene in Form von Funktionseinheiten, sog. Operons nach dem 
Jacob-Monod-Modell [88], organisiert. Beispielhaft für eine negative Genregulation 
sind bei Escherichia coli das Lactose-Operon (lac-operon), Tryptophan-Operon (trp-
Operon) und Arabinose-Operon (ara-Operon). Escherichia coli ist in der Lage, bei 
erhöhtem Lactose- Angebot in der Zellumgebung, diese als Energiequelle zu 
verstoffwechseln, insofern keine effizientere Energiequelle, wie z.B. Glucose vorhanden 
ist [4, 20, 51]. 
Ähnliche Funktionsweise zeigt das Tryptophan-Operon: über das Prinzip der negativen 
Rückkopplung wird Escherichia coli bei geringer extrazellulärer 
Tryptophankonzentration zur eigenständigen Produktion aktiviert [29, 40, 92]. 
Das Arabinose-Operon spielt eine zentrale Rolle beim Abbau von Arabinose. Je nach 
Konzentration des Zuckers wird über ein Regulatorprotein und dessen daraus 
resultierende allosterische Veränderung die Expression der Gene initiiert, die zur 
Umwandlung von Arabinose in Ribulose essentiell sind [26, 38, 77]. 
Weiterhin kann Escherichia coli bei ansteigenden Temperaturen etwa 20 
unterschiedliche Hitzeschockproteine (HSP) exprimieren, die protektiv auf 
Wärmeinaktivierung bestimmter Proteine wirken und in der Lage sind, Proteinaggregate 
zu reaktivieren, die sich unter Stressbildung akkumuliert haben [35]. 
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Auch die An- und Abwesenheit von Sauerstoff setzt Regulationsprozesse in Gang. So 
werden unter anaeroben Bedingungen andere Elektronenakzeptoren als O2 
herangezogen (anaerobe Atmung). Prokaryonten nutzen beispielsweise Nitrat, 
Schwefel, Carbonat oder Fe(III) als Elektronen-Akzeptoren (Nitratatmung, 
Sulfatatmung usw.). Unter Verwendung von Stoffwechselmetaboliten kann die Energie 
über Substratkettenphosphorylierung gewonnen werden, also über den Prozess der 
Gärung. Abhängig sind die Atmungsvorgänge von der Verfügbarkeit der 
entsprechenden Elektronen-Akzeptoren. E.coli präferieren zum Beispiel in der 
Reihenfolge O2 > Nitrat > Fumarat [22, 28, 46, 87]. 
Weiter wird die Regulation eisenabhängig transkribierter Gene durch den sog. ferric 
uptake regulator (fur) vermittelt. So führt ein Verlust von fur zur verminderten Synthese 
aller Eisentransportgene und zur erhöhten Genexpression von 
Glykogensyntheseproteinen [30, 53, 59, 68, 99]. 
 
Regulationsmechanismen können nicht nur allgemeine Zellfunktionen modulieren, 
sondern auch Pathogenitätsfaktoren steuern [66]. Seine Pathogenität und Virulenz erhält 
EHEC durch die Shiga-Toxine, die auch als Vero-Toxine bekannt sind und 
neurotoxische sowie nekrotisierende Eigenschaften zeigen [45]. EHEC sind in der Lage, 
diese Virulenzfaktoren zu produzieren, welche die eukaryontische Proteinbiosynthese 
inhibieren. Shiga-Toxine bestehen aus einer A-Untereinheit sowie fünf B-
Untereinheiten und gehören zur Gruppe der bifunktionellen Holotoxine [44]. Die B-
Untereinheit vermittelt die Adhäsion des Shiga-Toxins an die 
Glykosphingolipidrezeptoren der Zielzelle und die anschließende Clathrin-vermittelte 
Endozytose [63]. Die A-Untereinheit bindet an die ribosomale RNA und bewirkt hier 
starke Veränderungen im Syntheseablauf über Hydrolisation. Somit ist die Produktion 
der Shiga-Toxine hauptverantwortlich für die starke zytotoxische Wirkung der EHEC 
[19, 23, 33, 60, 61]. In Kombination mit weiteren Pathogenitätsfaktoren, wie der 
Bildung von plasminkodiertem Hämolysin und Adhäsin, erreichen sie ihre stärkste 
pathologische Wirkung. Als diagnostisches Kriterium für EHEC gilt der Nachweis von 
Shiga-Toxinen durch moderne molekulardiagnostische Verfahren wie 
Polymerasekettenreaktion [7, 67] und das ELISA-Verfahren [37, 67, 80]. Ergänzend 
empfiehlt sich eine Serumanalyse der LPS-Antikörper bei HUS-Infektionen. 
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EHEC besitzt die Fähigkeit zur Hämolyse, welche auf Blutagarplatten nachgewiesen 
werden kann und kennzeichnend für den enterohämolytischen Phänotyp ist [11, 12, 75]. 
Bei der Hämolyse bilden sich trübe, hämolytische Höfe, bedingt durch das EHEC-
Hämolysin (E-hly), das ein porenbildendes Zytolysin ist [75]. Die Informationen für das 
verantwortliche Protein und seine Gene befinden sich auf dem sog. EHEC-Hämolysin-
Operon, das Synthese, Aktivierung und Transport des EHEC-Hämolysins reguliert 
[75].Über Adhäsin erfolgt die Anheftung der Bakterien an die Darmwand [76]. Das 
eingeschleuste Hämolysin zerstört Blutzellen und führt somit zu 
Blutgerinnungsstörungen in Form von lokal verlangsamter Blutgerinnung. So kann das 
Shigatoxin am kapillären Endothel andocken und im Zellinneren eine Hemmung der 
Proteinsynthese und die damit einhergehende Apoptose initiieren. 
Charakteristisch für diverse EHEC-Stämme ist die Fähigkeit zur Bildung sog. 
„Attaching and Effacing“- Läsionen (eae) an Enterozyten [94]. Die genetische 
Information hierfür liegt auf einer speziellen Pathogenitätsinsel (Locus of Enterocyte 
Effacement, LEE) [66]. 
 
Das espP-Gen, das für eine Serinprotease kodiert, kann Störungen in der Blutgerinnung 
verursachen [24]. 
Das H-Antigen, das zur serologischen Einteilung gramnegativer Bakterien in Serovare 
verwendet wird, besteht aus einer Flagelle, die nur aus Flagellin aufgebaut ist. Flagellin 
wird durch das fliC-Gen (flagellin subunit-encoding) kodiert. E.coli der Serogruppe 
O157:H- besitzen zwar für das H7-Antigen codierende fliC-Gene, die jedoch dergestalt 
mutiert sind, dass H7 nicht exprimiert wird [31,58,69]. 
Die Fähigkeit, Sorbitol in seinem Stoffwechsel zu fermentieren, kann phänotypisch in 
Form von roten bis pinkfarbenen Kolonien auf dem Nährmedium sichtbar gemacht 
werden [70]. 
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1.2 Problemdarstellung und Ziel der Studie 
 
In der vorliegenden Arbeit sollen bei Sorbitol-fermentierenden (SF) und nicht Sorbitol-
fermentierenden (NSF) EHEC-Bakterien vergleichend die Expression und Regulation 
von Proteinen unter Berücksichtigung der Gesamtheit der Proteine unter verschiedenen 
pH- und Sauerstoffbedingungen in eindimensionalen SDS-Gelen analysiert und semi-
quantitativ und qualitativ bestimmt werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Geräte 
 
Arbeitshaube CleneCab     Herolab (Wiesloch) 
Bendorf&Hobein AG, 
(Zürich) 
Brutschrank Function Line     Heraeus (Hamburg) 
Elutrap (Electro-Separation Systems) Schleicher u. Schuell 
(Dassel) 
Imager ChemiDoc XRS
TM
     Bio-Rad (München) 
Inkubationsschüttler B. Braun Biotech 
International (Melsungen) 
Kühl- u. Gefrierschränke versch. Modelle   Kirsch (Offenburg) 
MALDI-TOF Massenspektrometer      
Reflex III   Bruker Daltonik (Bremen) 
Mini Protean II Dual Stab Cell    Bio-Rad (München) 
Phor Caster Mini      Biozym (Oldendorf) 
Sicherheitswerkbänke Hera Safe HS18 / HSP 18  Heraeus (Hamburg) 
SpeedVac Zentrifuge CT-02-50 SR   Christ (Aesch, Schweiz) 
Thermomixer Komfort     Eppendorf (Hamburg) 
UV-Vis Spektrometer     Shimadzu (Duisburg) 
Vortexer REAX Top und REAX 2000 
Vortex-Genie       Heidolph (Schwabach) 
Wippe        Hecht (Sondheim) 
Zentrifuge Rotanta 460 RS     Hettich (Tuttlingen) 
Zentrifuge 5415 D      Hecht (Sondheim) 
 
2.1.2 Software 
 
Dokumentation Quantity One Bio-Rad   Herkules (CA, USA) 
1-D-Analysis Software 
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2.1.3 Chemikalien 
 
Acetonitril       Fluka (St.Louis) 
Acrylamid       Serva (Heidelberg) 
Agar-Agar       Dickinson (Heidelberg) 
Agarose       NEEO, Roth (Karlsruhe) 
Ammoniumchlorid      Merck (Darmstadt) 
Ammoniumpersulfat      Bio-Rad (München) 
AmpliTaq-Polymerase     Peqlab (Erlangen) 
Borsäure       Roth (Karlsuhe) 
Bromphenolblau      Merck (Darmstadt) 
Butanol       Roth (Karlsruhe) 
Calciumchlorid      Merck (Darmstadt) 
Com Phor Mini      Biozym (Oldendorf) 
Coomassie Blau R 250     Merck (Darmstadt) 
Diethanolamin      Merck (Darmstadt) 
Di-Natriumhydrogenphosphat    Roth (Karlsruhe) 
Dithiotriol       Fluka (St.Louis) 
dNTP-Mix       Peqlab (Erlangen) 
EDTA        AppliChem (Darmstadt) 
Enhancer Solution P      Peqlab (Erlangen) 
Essigsäure (96%)      AppliChem (Darmstadt) 
Ethidiumbromid      Bio-Rad (München) 
Glucose       Roth (Karlsruhe) 
Glycerin       Roth (Karlsruhe) 
Glycin        Roth (Kalrsruhe) 
Hefeextrakt       Merck (Darmstadt) 
HPCL-Wasser      Merck (Darmstadt) 
Iodacetamid       Sigma (Taufkirchen) 
Kaliumchlorid      Roth (Karlsruhe) 
Kaliumdihydrogenphosphat     Roth (Karlsruhe) 
Kupfersulfat       Merck (Darmstadt) 
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Ladder        Invitrogen (Karlsruhe) 
Low Molecular Weight Calibration Kit    GE Healthcare 
For SDS (Buckhamshire, GB) 
Magnesiumchlorid      Roth (Karlsruhe) 
Magnesiumchloridpuffer     Peqlab (Erlangen) 
Magnesiumsulfat      Roth (Karlsruhe) 
Methanol       Roth (Karlsruhe) 
MgCl2        Peqlab (Erlangen) 
Molekulargewichtsmarker     Invitrogen (Karlsruhe) 
N, N`-Diethylformamid     Merck (Darmstadt) 
NaOH        Roth (Karlsruhe) 
Natriumcarbonat      Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid      AppliChem   (Darmstadt) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Serva (Heidelberg) 
Natriumhydrogenphosphat     Roth (Karlsruhe) 
Natriumnitrat       Roth (Karlsruhe) 
Phor Caster Mini      Biozym (Oldendorf) 
Reaktionspuffer      Peqlab (Erlangen) 
Sea Kem LE- Agarose     Lonza  (Rockland, USA) 
TEMED       Roth (Karlsruhe) 
Trifloressigsäure      Merck (Darmstadt) 
Tris / HCl       Roth (Karlsruhe) 
Trypsin Sequencing Grade     Roche (Risch, Schweiz) 
Tween        Roth (Karlsruhe) 
Xylencylanol       Sigma (Taufkirchen) 
β-Mercaptoethanol      Roth (Karlsruhe) 
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2.1.4 Medien, Puffer und Lösungen 
 
2.1.5 Nährmedium 
 
Sorbitol-MacConkey- 
Agar (SMAC)    
   15,5 g  Pepton 
           3 g  Protease Pepton 
         10 g  d-Sorbitol 
   1,5 g  Gallensalz 
      5 g  NaCl 
 0,03 g  Neutralrot 
           0,001 g  Kristallviolett 
    15 g  Agar 
      1 l  Aqua dest., pH 7,2 ± 0,2 
Luria-Bertani-Nährmedium  
(LB-Medium)        10 g  Trypton 
           5 g  Hefeextrakt 
         10 g  NaCl 
ad 1l Aqua dest.  
pH 2,5 / 4,5 / 6,0 / 7,5 / 8,0 eingestellt mit HCl bzw. NaOH 
 
 
 
2.1.6 Autoklavieren/Sterilisation 
 
Alle hitzestabilen Lösungen und Medien wurden für 20 Minuten bei 121°C und 2 bar 
autoklaviert. Glasgegenstände wurden bei 180°C für 3 Stunden sterilisiert, 
Plastikgegenstände wurden bei 80°C mindestens 3 Stunden teilentkeimt. 
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2.1.7 Agarosegelelektrophorese 
 
Probenpuffer 
Blue- Stop- Mix:            0,0225g  Bromphenolblau Na-Salz   
       in 5,625 ml VE-Wasser   
              0,0225g  Xylencylanol in 2,25 ml VE-Wasser 
                 1,5 ml  EDTA 0, 5 M, pH 8,0 
           20,235 ml  Glycerin (99, 5 %) 
      0,3 ml  SDS (10 %) 
 
Molekulargewichtsstandard:     10µl  HPCL-Wasser 
          2µl  Gel loading buffer 
          1µl  1kb DNA-Ladder 
 
TBE- Puffer (5-fach):       54 g  Tris Ultra 
      27,2 g  Borsäure 
       20 ml  EDTA 0, 5 M, pH 8,5 
Mit VE-Wasser auf 1000ml 
auffüllen 
 
Agarosegel (1, 5 %):       15 g  Agarose 
           1 l  0, 5 TBE Puffer 
 
Färbelösung:      50 µl  Ethidiumbromid (10 mg/ml ) 
  ad 1 l   mit H2O auffüllen. 
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2.1.8 Proteinbestimmung nach Markwell 
 
Lösung A:        10 g  Natriumcarbonat 
      0,85 g  Kalium-Natrium-Tartrat 
           5 g  SDS 
       50 ml  1 M Natriumhydroxid 
     mit Aqua dest. auf 500ml auffüllen. 
 
Lösung B:    4 g / 100 ml Aqua dest. Kupfersulfat x 5 H2O 
 
Lösung C:    100 Teile Lösung A + 1 Teil Lösung B 
 
Lösung D: 1 Teil Folin-Cicoalteus-Phenolreagenz + 1 Teil 
Aqua dest. 
 
2.1.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
Pufferlösungen für SDS-Gel: 
 
0,75 M Tris / HCl:             45,43 g  Tris / HCl  
      in ca. 400 ml  Aqua dest. lösen 
       pH 8,8 eingestellt und 
ad 500 ml Aqua dest. aufgefüllt, bei 4°C  
gelagert 
 
0,25 M Tris / HCl:     6,06 g Tris / HCl 
      in ca. 150 ml  Aqua dest. lösen 
       pH 6,8 einstellen und 
ad 200 ml Aqua dest. aufgefüllt, bei 4°C 
gelagert 
10% SDS:          1 g  SDS 
              in 10 ml Aqua dest. gelöst, bei RT gelagert 
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Stock I:        44 g  Acrylamid 
         0,8 g  N, N`- Methylenbisacrylamid 
        in ca. 40 ml  Aqua dest. lösen   
           ad 100 ml  Aqua dest. aufgefüllt, bei 4°C unter  
       Lichtausschluss gelagert 
 
Stock II:        33 g  Acrylamid 
        0,8 g  N, N`- Methylenbisacrylamid 
(Bis-A.) 
        in ca. 40 ml  Aqua dest. lösen 
           ad 100 ml  Aqua dest. aufgefüllt, bei 4°C unter  
       Lichtausschluss gelagert 
 
1 % Ammoniumpersulfat:     0,1 g  Ammoniumpersulfat 
in 10 ml Aqua dest. gelöst, in 1 ml Portionen 
bei -20°C gelagert 
 
Trenngel 
Die Mengenangaben beziehen sich auf zwei Gele:  
    7 ml  0, 75 M Tris / HCl pH 8, 8 
      280 µl  10 % SDS 
               2,75 ml  Aqua dest. 
      3,5 ml  Stock I (44% Acrylamid  
+ 0, 8 %- Bis-A.) 
      355 µl  1% Ammoniumpersulfat 
        28 µl  TEMED 
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Sammelgel 
Die Mengenangaben beziehen sich auf zwei Gele: 
         5 ml  0, 25 % M Tris / HCl pH 6, 0 
 100 µl  10 % SDS 
      3,5 ml  Aqua dest. 
         2 ml  Stock II (33 % Acrylamid   
       + 0, 8 % Bis-A.) 
      250 µl  1 % Ammoniumpersulfat 
        20 µl  TEMED 
 
Probenpuffer (2-fach konzentriert):   50 ml  250 mM Tris / HCl pH 6,8  
           4 g  SDS     
       20 ml  Glycerin    
       10 ml  β- Mercaptoethanol   
       10 ng  Bromphenolblau   
           ad 100 ml  Aqua dest. 
 
Elektrophoresepuffer (gebrauchsfertig): 1 g  SDS 
           3 g  Tris 
         20 g  Glycin 
       ad 1 l  Aqua dest. pH 8,2  
 
Färbelösung für SDS-Gel:     0,7 g  Coomassie Blau R 250 
       23 ml  Essigsäure (96 %) 
     110 ml  Methanol 
     110 ml  Aqua dest. 
 
Entfärbelösung für SDS-Gel:    60 ml  Essigsäure (96 %) 
     180 ml  Methanol 
     760 ml  Aqua dest. 
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2.1.10  MALDI-TOF MS 
 
Elutionspuffer: 
  25 mM Tris Base pH 8,0 
192 mM Glycin 
0,025% SDS 
 
Reduktionslösung: 
       10 mM Dithiotriol       
     100 mM Natriumhydrogencarbonat pH 8   
 
Alkylierungslösung: 
  55 mM Iodacetamid 
     100 mM Natriumhydrogencarbonat 
 
Wet- Lösung: 
     50% Acetonitril 
 
Equ- Lösung: 
         0,1% Trifloressigsäure 
 
Elutionslösung 1: 
          2,5% Trifloressigsäure 
           50% Acetonitril 
 
 
Elutionslösung 2: 
           2,5% Trifloressigsäure 
            80% Acetonitril   
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Elutionslösung 3: 
           2,5% Trifloressigsäure 
         100% Acetonitril 
 
Trypsin- Stock- Lösung: 
         1 µg  Trypsin 
              pro 1 µl  1 mM HCl 
 
Enzymverdaulösung: 
     Trypsin- Stock- Lösung 1:4  
mit 50 mM Natriumhydrogencarbonat 
 
2.1.11  Bakterienstämme 
 
Die im Rahmen der Untersuchung verwendeten EHEC-Bakterien, der Sorbitol-
fermentierende (SF) E.coli- Stamm 659/97 und der nicht Sorbitol-fermentierende 
Stamm (NSF) E96/1938 der Serogruppe O157:H
-
, sind der Stammsammlung des 
Instituts für Hygiene Münster entnommen (Tab.1). Sie wurden als klinische Isolate aus 
Stuhlproben gewonnen. Als Positivkontrolle ist der NSF E.coli-Stamm EDL933der 
Serogruppe O157:H- mitgeführt. 
 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Bakterienstämme und deren Charakteristika 
Stamm Serovar Diagnose Alter-Mo 
E96/1938 O157:H- HUS 23 
659/97 O157:H- Diarrhoe 36 
 
Die Fähigkeit zur Sorbitolfermentation wurde durch Anzucht (24 Stunden) auf Sorbitol-
MacConkey-Agar (SMAC) überprüft. Das Alter der Probenspender ist in Monaten 
angegeben. 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Bakterienanzucht 
 
Die Stammkulturen der Stämme 659/97 und E96/1938 wurden auf Festagarplatten 
(Sorbitol-MacConkey-Agar, s. 2.1.5) bei 4 °C gelagert. Die Anzucht frischer 
Arbeitskulturen erfolgte über Nacht durch Überimpfen je einer Einzelkolonie in 
flüssiges LB-Medium mit neutralem pH-Wert (s. 2.1.5). 
Übernachtkulturen (ÜN) wurden im Verhältnis 1:40 in komplexen LB-Vollmedien mit 
unterschiedlichen pH-Werten (s. 2.1.5) überimpft und sowohl im Brutschrank (ohne 
Schütteln; synonym: -O2) als auch im Inkubationsschüttler (180 rpm) (synonym: +O2) 
bei jeweils 37°C angezüchtet. 
 
2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren mit dem Ziel der exponentiellen 
Vervielfältigung der Ausgangs-DNA. Sie gliedert sich in die Schritte Denaturierung, 
Hybridisierung und Elongation. Dazu werden bei der zu vervielfältigenden DNA die 
Wasserstoffbrückenbindungen durch Hitze (95°C) aufgebrochen und in Einzelstränge 
aufgespalten. Im nächsten Schritt, der Hybridisierung, erfolgt die Anlagerung der 
spezifischen Primer an die DNA-Stränge um die darauffolgende Synthese zu initiieren. 
Während des dritten Schrittes, der Elongation, werden die komplementären DNA–
Stränge durch die hitzebeständige Taq-Polymerase synthetisiert. Dieser Zyklus wird 
mehrfach wiederholt, bis eine zur Detektion ausreichende Menge an amplifizierter DNA 
vorliegt. 
Als DNA-Template wurden 1-2 Einzelkolonien verwendet, die in 200µl HPCL-Wasser 
resuspendiert worden waren. Durch Erhitzen auf 99°C (5 Minuten) wurde die Probe 
denaturiert. Nach Zentrifugation (4°C, 8000 rpm, 15 Min) wurde der Überstand 
abgenommen und 2,5 µl als Template für den Ansatz verwendet. Für den Gesamtansatz 
(Mastermix) wurden folgende Reagenzien eingesetzt: 
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Mastermix (entspricht 22,5µl) 
     12,35µl HPCL-Wasser 
         5,0µl Enhancer Solution P 
         2,5µl 10-fach Reaktionspuffer Y 
         0,5µl Primer 1 (Upstream) 
         0,5µl Primer 2 (Downstream) 
       0,75µl MgCl2 (25mM) 
         0,5µl dNTP (10mM) 
0,2µl AmpliTaq DNA-Polymerase 
(5U/µl) 
 
Für die Amplifikation und den Nachweis unterschiedlicher Gene wurde jeweils der 
gleiche Ansatz verwendet, indem das Template dem Mastermix zugegeben wurde. Die 
Reaktionen wurden in Thermocyclern (Biometra) durchgeführt. 
Die verwendeten Primer zum Nachweis der Gene sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
Tabelle 2: Übersicht der verwendeten Primer und des nachzuweisenden Gens unter Angabe der 
Primerbezeichung, Sequenz, Amplifikatlänge und PCR-Bedingungen 
Primer Sequenz (5´-3´) Target 
 
PCR 
product 
(bp) 
Denaturing Annealing Extension 
 
Positive 
control 
 
References 
FSa1/rFSa1 
5'- CAAGTCATTAATAC(A/C)AACAGCC-3' 
fliC 1400-1600 94°C, 30 s 55°C, 60 s 
72°C, 120 
s 
 
Sonntag et 
al.2004 
5'-
GACAT(A/G)TT(A/G)GA(G/A/C)ACTTC(G/C)GT-3' 
SK1/SK2 
5'-CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC-3' 
eae 63 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 60 s EDL933 
Schmidt et 
al.1999 
5'-CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG-3' 
HlyA1/HlyA4 
5'-GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG-3' 
E-hly 
A 
1550 94°C, 30 s 57°C, 60 s 72°C, 90 s EDL933 
Schmidt et 
al.1995 5'-TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA-3' 
espA/espB 
5'-AAACAGCAGGCACTTGAACG-3' 
espP 1880 94°C, 30 s 56°C, 60 s 
72°C, 180 
s 
EDL933 
Brunder et 
al.1997 5'-GGAGTCGTCAGTCAGTAGAT-3' 
Cyclerdeckel vorgeheizt auf 103°C, Zyklenanzahl 30 
Initiale Denaturierung 94°C für 30s., finale Elongation 72°C für 1-3Min. 
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Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit 2,5µl Aqua dest. an Stelle des Templates 
mitgeführt, als Positivkontrolle wurde DNA des E.coli-Stammes EDL933 mitgeführt.  
Die DNA-Amplifikate eae, E-hly, espP konnten direkt im Agarosegel nachgewiesen 
werden.  
Zur Analyse des fliC-Genotyps wurde vor Auftrennung des Genprodukts im Gel ein 
Restriktionsverdau mit dem Enzym HhaI durchgeführt, indem 15 µl Amplifikat mit 1 µl 
HhaI und 2 µl Reaktionspuffer unter Verwendung von 2 µl 10-fach konzentriertem 
BSA bei 37°C für 2 Stunden verdaut wurden. 
 
2.2.3 Agarosegelelektrophorese 
 
Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese werden die DNA-Amplifikationsprodukte nach 
ihrer Größe aufgetrennt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente wurde in 5 mm dicken 
horizontalen Flachgelen durchgeführt. Für analytische Zwecke wurde Agarose in 
definierter Konzentration (s. 2.1.7) und Menge in 0,5x TBE-Puffer eingewogen und 
aufgekocht. Nach Abkühlung auf ca. 55°C wurde die gelartige Agarose in Gelschlitten 
mit Kämmen gegossen, in die entsprechenden Elektrophoresekammern eingespannt und 
nach Erstarren erneut mit 0,5 x TBE-Puffer überschichtet. Das zu analysierende PCR-
Amplifikat wurde mit BlueStop Mix-Puffer im Verhältnis 1:5 versetzt und unter 
Mitführen eines Molekulargewichtsstandards aufgebracht. Die Elektrophorese lief bei 
einer Spannung von 120V bis die Bromphenolblaubande 2/3 der Gelstrecke 
zurückgelegt hatte. Anschließend wurde das Gel für 20 Minuten in einem 
ethidiumbromidhaltigen Wasserbad gefärbt und anschließend weitere 20 Minuten 
gewässert, sodass die DNA nach dem Entfärben mit dem UV-Transluminator 
digitalisiert und ausgewertet werden konnte. 
 
2.2.4 Bestimmung des bakteriellen Wachstums 
 
Zur Bestimmung des bakteriellen Wachstums wurde die optische Dichte (OD) der 
Kulturen bei einer Wellenlänge von 600nm in Mikroküvetten gegen unbeimpftes 
Medium bestimmt. Während des Wachstums wurden die pH-Werte kontinuierlich 
mittels Teststreifen überprüft. 
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2.2.5 Zellernte und Herstellung von Bakterienlysaten 
 
Die Bakterienproben wurden durch Zentrifugation geerntet (10 min., 6.000 rpm). Das 
Bakterienpellet wurde in 100 µl Ampuva zur Proteinbestimmung und in Probenpuffer 
resuspendiert und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 
 
2.2.6 Proteinbestimmung nach Markwell 
 
Eine Proteinbestimmung der Bakteriensuspensionen wurde nach Markwell et al. (s. 
2.1.8) [52] in modifizierter Form durchgeführt. Von der Bakteriensuspension wurden 5-
8 µl entnommen und mit Aqua dest. auf 300 µl Endvolumen aufgefüllt. Anschließend 
wurden die Proben mit 1 ml Reagenz C versetzt, gevortext und bei Raumtemperatur für 
15 Minuten inkubiert. Danach wurde 100 µl Reagenz D hinzugegeben und gemischt. 
Nach 45-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei einer 
Wellenlänge von λ=650 nm gegen einen Leerwert im Photometer abgelesen. 
Zur Quantifizierung wurde eine Proteinstandardeichgerade mit Rinderserumalbumin 
(RSA)- Lösung (Stammlösung 1 g/ml) erstellt. Eine Extinktion von 0,1 entsprach 10 µg 
RSA. 
 
2.2.7 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteine im 
elektrischen Feld anhand ihres Molekulargewichtes getrennt. Durch Verwendung von 
Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Eigenladungen der aufzutrennenden Proteine 
überdeckt. Nach Anlegen einer Spannung wandern die denaturierten Proteine durch das 
Gel, das wie ein Sieb wirkt, und die einzelnen Proteine nach Größe auftrennt. 
Zur Herstellung der SDS-Gele wurde das Mini Protean II System verwendet. Die beiden 
Glasplatten wurden mit Spacern getrennt. Die Platten wurden nach Herstellerangaben 
mit der Haltevorrichtung fixiert und in den Gießstand eingespannt. Das Trenngel (3,6 
ml) wurde blasenfrei in die Gelkammer pipettiert und anschließend mit Butanol 
überschichtet. Butanol gewährleistet den luftdichten Verschluss der Gelkammer 
während der 30-minütigen Polymerisationszeit. Anschließend wurde das Butanol 
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dekantiert und die Geloberfläche zweimal mit Aqua dest. gewaschen. Die Kammer 
wurde bis unterhalb der Kante mit Sammelgel (800 µl) befüllt und der Kamm passgenau 
eingesteckt. Das Gel wurde mit Butanol überschichtet und nach Polymerisation mit 
Aqua dest. gewaschen. Der Scheibenhalter wurde in die Pufferkammer eingespannt und 
mit Elektrophoresepuffer beschickt. Die aufzutrennenden Proben wurden mit 
Probenpuffer versetzt, 5 Minuten aufgekocht, zentrifugiert und anschließend in die 
Taschen gefüllt.  
Initial lief die Elektrophorese bei 16 mA, nach Erreichen der Proben des Trenngels bei 
32 mA. Die Laufdauer des Gels betrug circa 150 Minuten oder orientierend bis zum 
Erreichen des unteren Randes durch den Blaumarker. Hiernach wurden die 
Glasscheiben voneinander getrennt und das Gel entnommen. 
 
2.2.8 Färben und Entfärben der Gele und Dokumentation der Proteinbanden 
 
Zunächst wurde das Trenngel vom Sammelgel separiert und dieses für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur mittels Färbelösung (s. 2.1.9) auf der Wippe gefärbt. Anschließend 
wurden die gefärbten SDS-Gele über Nacht mit Entfärbelösung (s. 2.1.9) entfärbt und 
zur Dokumentation und Auswertung im Photo-Imager eingescannt (ChemiDoc XRS). 
Mit Hilfe der Software QuantityOne wurden die Proteinsignale anschließend semi-
quantitativ und qualitativ bestimmt. 
 
2.2.9 Elution der Hauptproteine aus Polyacrylamidgelen mittels Elutrap 
 
Zur Elution und Aufreinigung von Proteingelbanden wurden diese aus dem SDS-Gel 
ausgeschnitten und in einer Biotrapkammer eluiert. Das Prinzip der Aufreinigung 
basiert auf der Wanderung der negativ geladenen Proteine über ein elektrisches Feld hin 
zur Anode. Die Kammer besteht aus zwei Membranen, die als Falle fungieren. Die erste 
Membran (BT2) stellt hier einen Vorfilter dar, welcher Polyacrylamid und andere 
Störpartikel auffängt. Die zweite, inerte Membran (BT1) besteht aus dickerer, dichter 
Matrix und ist nur für Pufferionen sowie für kleine Moleküle (<3-5 kDa) permeabel. 
Die Biotrapkammer wird in eine horizontale Elektrophoresekammer eingesetzt, die mit 
Elutionspuffer gefüllt ist. Zur Trennung wird eine Spannung von 100V angelegt. 
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2.2.10  In-Gel-Digestion von isolierten Proteinen für den Einsatz in 
 MALDI-TOF 
 
Die In-Gel-Digestion, die als Probenvorbereitung zur Analyse im MALDI-TOF 
angewendet wird, umfasst die Schritte Entfärbung, Reduktion, Alkylierung, 
proteolytische Spaltung und Extraktion der Proteine. 
Zur In-Gel-Digestion, die hier nach einer Modifikation von Svenchenko et al.[79] 
durchgeführt wurde, wurden die gefärbten Proteinbanden aus dem Gel geschnitten und 
in Reaktionsgefäße überführt. Um die Banden vollständig vom Coomassie-Farbstoff zu 
befreien und ihnen Wasser zu entziehen, wurden sie mehrfach mit folgenden 
Lösungsmitteln behandelt: 
1. 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat in 50% Methanol:  
      Aqua dest. (v/v) für 30 Minuten  
2. Essigsäure: Methanol: Aqua dest. (10/45/45,v/v/v) für 30 Minuten 
3. Aqua dest. für 30 Minuten  
4. Acetonitril für 15 Minuten  
Im Anschluss erfolgte die Trocknung in der SpeedVac. Um die spätere Auftrennung 
nach Größe zu gewährleisten, wurden die Peptide mit 50 µl Reduktionslösung (s. 
2.1.10) überschichtet und eine Stunde bei 56°C inkubiert, was eine Reduktion der 
Disulfidbrücken bewirkte. Um deren Rückbildung zu verhindern, wurden die SH-
Gruppen mit 50µl Alkylierungslösung (s. 2.1.10) bei Raumtemperatur unter 
Lichtausschluss für 45 Minuten alkyliert. Nach einem erneuten Waschen mit Wet-
Lösung (s. 2.1.10) für circa 20 Minuten und der Trocknung in der SpeedVac, wurden 
die Gelbanden durch Zugabe von Enzymverdaulösung (s. 2.1.10) suspendiert. Nach 
vollständiger Aufnahme der Trypsinlösung fand abermals eine Überschichtung mit 
50mM NH4HCO3 statt, gefolgt von einer Inkubation von 37°C über Nacht. Die 
Extraktion der Spaltpeptide aus den Gelstücken wurde folgendermaßen durchgeführt: 
1. 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat für 20 Minuten  
2. zweimalig 50 % Acetonitril, 5 % Ameisensäure für 20 Minuten  
3. zweimalig 90 % Acetonitril, 5 % Ameisensäure für 20 Minuten 
Die Extraktionslösungen wurden verreinigt, in der SpeedVac getrocknet und die 
extrahierten Spaltpeptide mit Hilfe von ZipTipsC18-Pipettenspitzen und 8 µl 
0,1%Trifloressigsäure entsalzt. 
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2.2.11 Matrix- unterstützte Laser Desorptions/ Ionisations Flugzeit 
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) 
 
Das Verfahren MALDI-TOF MS dient der Massenanalyse chemischer Verbindungen. 
Dazu wurden die getrockneten Proben inklusive der Peptidfragmente in 5µl 
destilliertem Wasser gelöst. Anschließend wurden 0,5µl Probe zusammen mit 0,5µl 
Matrixlösung (α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure,10mg/ml in 50% ACN, 0,1% TFA) auf 
dem metallischen Träger (target) cokristallisiert. Ergänzend wurden Standards auf den 
MALDI- Probenteller aufgetragen, welche über Luftstrom trockneten und im MALDI-
TOF MS mit Laser beschossen wurden. Die Messungen wurden im positiven 
Ionenmodus in einem Bruker Reflex III UV-MALDI Flugzeitmassenspektrometer 
vorgenommen. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Analyse der Bakterienstämme zur geno-und phänotypischen 
Charakterisierung 
 
Die Ergebnisse der PCR-Analysen zur geno- und phänotypischen Charakterisierung der 
E.coli-Stämme sind Tab. 3 dargestellt. 
Tabelle 3 Ergebnis der geno- und phänotypischen Charakterisierung 
Stamm eae E-hly espP fliC Sorbitol 
E96/1938 + + + H7 - 
659/97 + + - H7 + 
 + = Geno- bzw. Phänotyp nachgewiesen; - = Geno- bzw. Phänotyp nicht nachgewiesen 
 
 
3.1.1 Ergebnisse der Ansätze/ Wachstumskurven 
 
3.1.2 Wachstum von E.coli Stamm 659/97 bei verschiedenen pH- und 
Sauerstoffbedingungen 
 
   
Abbildung 1 Darstellung des Wachstums von Stamm 659/97 bei verschiedenen pH-Werten; Anzucht im 
Inkubationsschüttler (links); Überimpfung aus einer Übernachtkultur; 180rpm,37°C; Anzucht im 
Brutschrank (rechts); Überimpfung aus einer Übernachkultur, 37°C 
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Die Grafik zeigt das frühexponentielle Wachstumsverhalten des Stamms 659/97 sowohl 
bei Anzucht im Inkubationsschüttler (+O2) als auch im Brutschrank (-O2) bei 
unterschiedlichen pH-Werten. 
Bei Anzucht im Inkubationsschüttler und somit vermehrtem Sauerstoffangebot wuchsen 
die Bakterien fast doppelt so schnell wie im Brutschrank. 
Im pH-neutralen und schwach alkalischen Bereich (pH 7,5-8) wuchsen beide Testreihen 
über den gesamten Untersuchungszeitraum schneller und stärker als im sauren pH-
Bereich (pH 2,5-4,5). 
 
 
3.1.3 Wachstum von E.coli-Stamm E96/1938 bei verschiedenen pH- und 
Sauerstoffbedingungen 
 
   
Abbildung 2 Darstellung des Wachstums von Stamm E96/1938 bei verschiedenen pH-Werten; Anzucht im 
Inkubationsschüttler (links); Überimpfung aus einer Übernachkultur, 180rpm, 37°C; Anzucht im 
Brutschrank (rechts); Überimpfung aus einer Übernachtkultur, 37°C 
 
Ebenso wie Stamm 659/97 zeigte Stamm E96/1938 ein charakteristisches Muster im 
frühexponentiellen Wachstumsverlauf. 
Insgesamt wiesen die beiden Stämme 659/97 und E96/1938 ein ähnliches 
Wachstumskurvenspektrum auf. In allen vier Untersuchungsreihen lag das stärkste 
Wachstum im pH-Optimum pH 7,5-8 bei erhöhtem Sauerstoffangebot vor. 
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3.2 Differenzierung von Proteinexpressionsmustern nach Wachstumsvariation 
 
Zur Analyse der Expression unterschiedlicher Proteine wurden die Bakterien zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen, geerntet, lysiert und die 
Proteinsuspensionen mittels SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt. Zur 
Quantifizierung der Proteinbanden wurden die Gele im Photo-Imager digitalisiert und 
die Proteine mittels Computersoftware (QuantityOne) analysiert. Anhand des 
mitgeführten Ladders konnten die Molekulargewichte der Proteinbanden eindeutig 
zugeordnet werden. 
Abbildung 3 zeigt exemplarisch eine Darstellung der Bakterienproteine im gefärbten 
SDS-Gel sowie die digitale Visualisierung der Gelbanden mittels Computersoftware. Es 
lassen sich je Spur mehr als 100 Proteinbanden (15-150 kDa) detektieren. Es wurden 
Unterschiede innerhalb eines E.coli Stamms („intrakulturell“) und zwischen zwei E.coli 
Stämmen („interkulturell“) beschrieben. 
 
Abbildung 3:  SDS-Gel von E.coli Stamm 659/97  
Vergleich der Proteinmuster nach Anzucht bei neutralem  pH-Wert und variiertem Sauerstoffangebot nach 
elektrophoretischer Auftrennung in SDS-PAGE und Anfärbung mit Coomassie-Blau; Die Zuordnung der 
Molekulargewichtsbanden erfolgte durch QuantityOne; hier die exemplarische Darstellung der detektierten 
Proteinbanden 
Spur 1: Marker (in kDa) 
Spur 2: Zuordnung der Molekulargewichte des Markers 
Spur 3:  Stamm 659/97 Anzucht im Inkubationsschüttler 
Spur 4: Stamm 659/97 detektierte Banden mittels QuantityOne 
Spur 5: Stamm 659/97 Anzucht im Brutschrank 
Spur 6: Stamm 659/97 detektierte Banden mittel QuantityOne 
 
Bei E.coli Stamm 659/97 konnten mittels QuantityOne zusätzliche Gelbanden von 
circa. 47 kDa (pH-neutral, +O2) sowie bei etwa 80 kDa (pH-neutral, -O2) detektiert 
werden. 
26 
 
 
 
Abbildung 4: SDS-Gel von E.coli Stamm E96/1938 
Vergleich der Proteinmuster nach Anzucht bei neutralem und variiertem Sauerstoffangebot nach elektrophoretischer 
Auftrennung in SDS-PAGE und Anfärbung mit Coomassie-Blau; Die Zuordnung der Molekulargewichtsbanden erfolgte 
durch QuantityOne; hier eine exemplarische Darstellung der detektierten Proteinbanden 
Spur 1: Stamm E96/1938 Anzucht im Inkubationsschüttler 
Spur 2: Stamm E96/1938 detektierte Banden mittels QuantityOne 
Spur 3:  Stamm E96/1938 Anzucht im Brutschrank 
Spur 4: Stamm E96/1938 detektierte Banden mittels QuantityOne 
 
Auch bei E.coli Stamm E96/1938 wurde das veränderte Proteinexpressionmuster in 
Abhängigkeit zu den veränderten Anzuchtbedingungen analysiert. Es konnten 
beispielsweise zusätzliche Banden von 55 kDa und 28 kDa (pH-neutral, +O2) sowie von 
52 kDa und 38 kDa (pH-neutral, -O2) detektiert werden, die in Abbildung 4 
exemplarisch dargestellt sind. 
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Abbildung 5: SDS-Gele von E.coli Stämmen 659/97 und E96/1938 
Vergleich der Proteinmuster nach Anzucht bei neutralem pH-Wert und variiertem Sauerstoffangebot nach 
elektrophoretischer Auftrennung in SDS-PAGE und Anfärbung mit Coomassie-Blau; Die Zuordnung der 
Molekulargewichtsbanden erfolgte durch QuantityOne; hier eine exemplarische Darstellung der detektierten 
Proteinbanden 
Spur 1: Stamm 659/97 Anzucht im Inkubationsschüttler 
Spur 2: Stamm 659/97 Anzucht im Brutschrank 
Spur 3 und 4: Stamm 659/97 detektierte Banden mittels QuantityOne 
Spur 5: Stamm E96/1938 Anzucht im Inkubationsschüttler 
Spur 6: Stamm E96/1938 Anzucht im Brutschrank Stamm  
Spur 7und 8: Stamm E96/1938 detektierte Banden mittel QuantityOne 
 
Im interkulturellen Vergleich der E.coli Stämme 659/97 und E96/1938 bezüglich 
Unterschieden in der Genexpression, konnten bei Stamm 659/97 zusätzliche Gelbanden 
(44 kDa) bei Anzucht im Inkubationsschüttler sowie bei Anzucht im Brutschrank (37, 
82, 108 kDa) detektiert werden. Bei Stamm E96/1938 wurden Proteinbanden von 57 
kDa (-O2) sowie 25 und 49 kDa (+O2) detektiert. 
 
3.3 Analyse der Gesamtproteine mittels SDS-PAGE 
 
Nach Auftrennung der Gesamtproteine mittels SDS-PAGE und anschließender 
Auswertung im Photo-Imager konnten Gelbanden detektiert werden, die auf veränderte 
Proteinexpressionsmuster in Folge von Genregulation schließen ließen. 
Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden die Gelläufe mehrfach wiederholt und die 
Proteinmuster mit QuantityOne analysiert. Die nachfolgenden Tabellen listen die 
zusätzlich exprimierten Proteinbanden, die mindestens durch einen weiteren Gellauf 
bestätigt wurden. 
Die Testreihen wurden nach ihren pH-Werten in eine saure Gruppe (pH 4,5) und eine 
neutrale Gruppe (pH 6-8) zusammengefasst. Um die Proteinexpressionsmuster der 
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Proben miteinander vergleichen zu können, wurden jeweils die Proben aus einem 
Gellauf verglichen. Aufgrund eines veränderten Laufverhaltens bei reproduzierten 
Gelen wurde ein Abweichungsspielraum von +/- 2 kDa definiert um eine relative 
Analyse aller Gele zu ermöglichen. 
 
3.3.1 Analyse der Gesamtproteine der SDS-PAGE Stamm 659/97 
 
Die nachstehende Tabelle listet alle zusätzlich exprimierten Proteine in Form von 
Banden auf, die im intrakulturellen Vergleich von Stamm 659/97 detektiert wurden. In 
einer Gelbewertung sind mehrere Anzüchtungen enthalten. Zur Auswertung wurden 
insgesamt vier Gele einbezogen. 
Tabelle 4: Analyse der Gesamtproteine Stamm 659/97; zusätzlich detektierte Gelbanden unter variablem 
Sauerstoffangebot und pH-Werten 
 Stamm 659/97 pH 6-8 Stamm 659/97 pH 4,5    
kDa -O2 +O2 -O2 +O2    
140        
106        
80        
62        
58        
52        n=> 4 * 
50        n=2-4 * 
47        n=0-2 * 
      *n=Anzahl der bestätigten Banden in unterschiedlichen Gelläufen 
 
Die Analyse der Gesamtproteine des SF Stamms 659/97 zeigte zusätzliche 
Proteinbanden bei 140 kDa, 52 kDa und 47 kDa (pH-neutral, +O2) im Vergleich zu –O2 
sowie Gelbanden bei 106 kDa und 58 kDa (-O2) im Vergleich zu +O2, die jeweils nur 
im neutralen pH-Bereich detektiert werden konnten. 
Die Proteinbanden von 62 kDa (+O2) sowie 80 kDa und 50 kDa (beide -O2) konnten in 
beiden pH-Bereichen detektiert werden und scheinen somit Sauerstoff reguliert zu sein. 
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3.3.2 Analyse der Gesamtproteine der SDS- PAGE Stamm E96/1938 
 
Die folgende Tabelle erfasst die zusätzlich detektierten Gelbanden in Stamm E96/1938. 
Zur Auswertung wurden zwölf Gelläufe einbezogen. 
Tabelle 5:Analyse der Gesamtproteine Stamm E96/1938; zusätzlich detektierte Gelbanden unter variablem 
Sauerstoffangebot und pH-Werten 
  Stamm E 96/1938 pH 6-8 Stamm E 96/1938 pH 4,5     
kDa -O2 +O2 -O2 +O2     
125        
84        
76        
66        
63        
56        
55        
50        
38        
35        
28        
27        
23        n=>4 * 
21        n=2-4 * 
18        n=0-2 * 
       *n=Anzahl der  bestätigten Banden in unterschiedlichen Gelläufen 
 
Im Vergleich der pH-Bereiche konnten bei Stamm E96/1938 zusätzliche Proteinbanden 
von 125 kDa, 55 kDa und 23 kDa (pH-neutral, +O2) nachgewiesen werden, die im 
sauren pH-Bereich oder bei -O2 nicht detektiert wurden. 
Außerdem wurden Gelbanden von 84 kDa, 76 kDa, 63 kDa und 38 kDa (pH-neutral, -
O2) detektiert, die in bis zu vier weiteren Gelen bestätigt werden konnten. 
Lediglich im neutralen pH-Bereich wurden Proteinbanden von 56 kDa und 27 kDa 
detektiert, die sowohl bei +O2 als auch bei -O2 nachgewiesen wurden. 
Die Analyse der Proteinexpression in Abhängigkeit vom Sauerstoffangebot ergab 
Gelbanden von 35 kDa, 28 kDa 21 kDa und 18 kDa (+O2) sowie von 66 kDa und 50 
kDa (-O2), die in beiden pH-Bereichen gefunden und bestätigt werden konnten. 
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3.3.3 Analyse der Gesamtproteine der SDS- PAGE von Stamm 659/97 und 
E96/1938 im Vergleich 
 
Im interkulturellen Vergleich beider E.coli Stämme zeigten sich signifikante 
Unterschiede im Bandenspektrum in Bezug auf die variierten Anzuchtbedingungen 
(pH-Wert, Sauerstoffangebot). In der nachstehenden Tabelle sind diejenigen 
Proteinbanden aufgelistet, die im interkulturellen Vergleich entweder nur in einem 
Stamm unter den entsprechenden Anzuchtbedingungen oder bei beiden Stämmen 
detektiert wurden. 
 
Tabelle 6a: Analyse der Gesamtproteine Stamm 659/97 und E96/1938 im Vergleich; Darstellung der 
Gemeinsamkeiten 
  Stamm 659/ 97 pH 6-8 Stamm659/97 pH 4,5 Stamm 1938 pH 6-8 Stamm 1938 pH 4,5    
kDa -O2 +O2 -O2 +O2 -O2 +O2 -O2 +O2    
108            
104            
84            
80            
75            
64            
60            
57            
49            
44            n=>4 * 
30            n=2-4 * 
25            n=0-2 * 
*n=Anzahl der bestätigten Banden in unterschiedlichen Gelläufen 
 
Tabelle 6a zeigt die Gemeinsamkeiten im interkulturellen Vergleich in Form von 
zusätzlich detektierten Proteinbanden. In Abhängigkeit zum variierten pH-Wert konnten 
bei beiden Stämmen ähnliche Proteinprofile bei 80 kDa und 30 kDa (pH-neutral;-O2), 
60 kDa (saurer pH; +O2) sowie in Abhängigkeit vom Sauerstoffangebot 75 kDa, 49 kDa 
und 25 kDa (beide pH-Bereiche; -O2) nachgewiesen werden. 
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Tabelle 6b: Analyse der Gesamtproteine Stamm 659/97 und E96/1938 im Vergleich; Darstellung der 
Unterschiede  
  Stamm 659/ 97 pH 6-8 Stamm659/97 pH 4,5 Stamm 1938 pH 6-8 Stamm 1938 pH 4,5    
kDa -O2 +O2 -O2 +O2 -O2 +O2 -O2 +O2    
108            
104            
84            
80            
75            
64            
60            
57            
49            
44            n=>4 * 
30            n=2-4 * 
25            n=0-2 * 
*n=Anzahl der bestätigten Banden in unterschiedlichen Gelläufen 
 
Tabelle 6b zeigt die Unterschiede im interkulturellen Vergleich in Form von zusätzlich 
detektierten Proteinbanden. Stamm 659/97 zeigte in Abhängigkeit vom pH-Wert 
Banden von 108 kDa (pH-neutral;-O2) und 84 kDa (pH-neutral, +O2) sowie in 
Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt bei 44 kDa (beide pH-Bereiche;-O2), die im 
Expressionsmuster des Stamm E96/1938 nicht detektiert werden konnten. 
Bei Stamm E96/1938 konnten zusätzliche Gelbanden in Abhängigkeit vom 
Sauerstoffgehalt von 104 kDa (beide pH-Bereiche;-O2) und 57 kDa (beide pH-
Bereiche; +O2) sowie von 64 kDa (pH-neutral;-O2) gefunden werden. 
 
3.4 Isolierung und Konzentrierung eines Beispielproteins mittels Elektroelution  
 
Auf Basis der Ergebnisse der Gelauswertung (s. 3.3) wurden beispielhaft Proteinbanden 
(45-55 kDa) mittels Elektroelution isoliert und konzentriert. Dazu wurden die Proteine 
über SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, eingefärbt, das zu untersuchende 
Protein ausgeschnitten und eluiert. 
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3.5 Massenspektrometrische Identifizierung  
 
Zur eindeutigen Identifizierung der verstärkt exprimierten Proteine aus Escherichia coli, 
Stamm 659/97 und E96/1938, welche über SDS-PAGE und die anschließende 
Auswertung durch den Imager detektiert werden konnten, wurde eine 
massenspektrometrische Analyse durchgeführt [1]. 
 
3.6 MALDI-TOF MS  
 
Die Proteinfragmente, welche in Folge von tryptischer Spaltung aus dem Gel isoliert 
wurden, wurden unter Verwendung der MALDI-TOF MS im Hinblick auf ihren m/z-
Wert analysiert. Die im Reflektormodus erfassten Massenspektren sind im Folgenden 
dargestellt. 
 
Abb. 6: MALDI-TOF MS 
Intensität [rel.E]: relative Intensität (dimensionslos) 
m/z: Massenzahl pro Ladung 
MALDI-TOF Massenspektren des tryptischen Peptidgemisches nach In-Gel-Digestion. Spektrum erhalten 
durch tryptische Spaltung von durch Elektroelution gereinigten, konzentrierten E.coli. Alle Peaks sind in 
aufsteigender Reihenfolge zum nummeriert. Die experimentell bestimmten und theoretischen m/z- Werte 
der Molekülionen sowie die zugehörigen Fragmente sind in Tab.7 zusammengefasst. 
 
Die Elutionsbande (Stamm 659/97, +O2, pH-neutral) enthielt Protein mit einem 
Molekulargewicht von circa 52 kDa und konnte mittels MALDI-TOF MS und 
anschließender Datenbankanalyse (Aldente) als Tryptophanase identifiziert werden. Die 
Sequenzabdeckung betrug 61%. 
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Tab. 7: Zusammenfassung der durch MALDI-TOF MS Analyse der tryptischen Peptide von E.coli erhaltenen 
Sequenzinformation 
Fragmenta m/z exp.[M+H]
+b m/z theor. [M+H]
+c Differenzd MCe Modifikationf 
15-21 840.531 840.530 0.00 1  
6-12 895.481 895.478 0.00 -  
70-78 941.377 941.396 -0.02 -  
451-459 1055.540 1055.541 0.00 -  
25-33 1092.602 1092.605 0.00 1  
231-239 1102.557 1102.557 0.00 -  
13-21 1109.697 1109.715 -0.02 2  
*79-88 1130.570 1130.573 0.00 -  
*441-450 1139.577 1139.617 -0.04 1  
169-178 1149.555 1149.553 0.00 -  
*393-403 1161.620 1161.663 -0.04 -  
6-14 1164.636 1164.664 -0.03 1  
220-230 1265.618 1265.619 0.00 -  
104-115 1343.789 1343.793 0.00 -  
231-241 1386.707 1386.716 -0.01 1  
219-230 1393.711 1393.714 0.00 1  
219-230 1409.709 1409.709 0.00 1  
157-168 1447.683 1447.685 0.00 1  
393-406 1501.830 1501.837 -0.01 1  
152-164 1511.772 1511.785 -0.01 1  
*1-12 1544.758 1544.768 -0.01 1  
*1-12 1560.768 1560.763 0.01 2 Met-ox 
*242-255 1781.862 1781.870 -0.01 1  
89-103 1794.886 1794.892 -0.01 -  
425-440 1931.903 1931.921 -0.02 - Met-ox 
318-334 1969.977 1969.984 -0.01 -  
318-334 1985.969 1985.979 -0.01 -  
152-168 2065.030 2065.039 -0.01 2  
296-317 2371.107 2371.106 0.00 - Cam 
157-178 2578.168 2578.221 -0.05 2  
126-151 2954.372 2954.356 0.02 1 Met-ox 
179-211 3309.722 3309.733 -0.01 -  
128-156 3356.653 3356.583 0.07 1 Met-ox 
a Position des Fragments innerhalb des Proteins 
b Experimentell bestimmte m/z- Werte der Peptide, die aus elektroeluiertem, gelelektrophoretisch 
aufgetrenntem E.coli erhalten wurde 
c Theoretische m/z-Werte der tryptsichen Peptidfragmente 
d Abweichung 
e Missed Cleavages; nicht erfolgte Spaltungen 
f Modifikation; Met-ox= Oxidierung des Methionin; Cam= Carbamidomethylierung des Cystein 
* Fragmente, die aufgrund unvollständiger Spaltung entstanden sind 
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4 Diskussion 
 
Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC) gehören weltweit zu den wichtigsten 
Durchfallerregern und können bei abwehrgeschwächten Personen eine charakteristische 
Symptomatik in Form von blutig-wässriger Diarrhoe, Koliken und Gastroenteritis 
verursachen, die sich in 5-10% der Fälle zu einem hämolytisch-urämisches Syndrom 
(HUS), gekennzeichnet durch die Trias Thrombozytopenie, hämolytische Anämie und 
Nierenversagen, entwickeln kann [43, 64, 83]. Die Übertragung von EHEC- Bakterien 
kann durch Aufnahme kontaminierter Lebensmittel, Schmierinfektion und Tierkontakt 
erfolgen. Es existieren verschieden Serotypen (O; H), deren Spezifität durch die 
Struktur der Lipopolysaccharide bestimmt wird. Seine Pathogenität erhält EHEC vor 
allem durch die Produktion von sog. Shigatoxinen, plasminkodiertem Hämolysin und 
Adhäsin, die in die eukaryontische Proteinbiosynthese eingreifen können und 
zytotoxische Wirkung besitzen [13, 16, 98]. 
Da E.coli physiologischer Bestandteil der Darmflora ist, gilt der Nachweis von 
Shigatoxinen als sicheres diagnostisches Kriterium. Zum Einsatz kommen 
molekulardiagnostische Verfahren wie die Polymerasekettenreaktion (PCR). Als 
Alternativen können das ELISA-Verfahren oder die Serumanalyse der LPS-Antikörper 
angewandt werden. 
 
Es sind diverse Aktivatoren und Repressoren bekannt, die auf Ebene der Transkription 
und Translation regulativ in die Genexpression eingreifen können. Beispiele für 
negative Genregulation sind das lac-Operon, trp-Operon und ara-Operon, die je nach 
Nährstoffangebot die Genexpression modulieren. Eine Adaptation an veränderte 
Umweltreize (Sauerstoff, pH-Wert, Nährstoffkonzentration) erfolgt durch methylierbare 
Chemotaxisproteine, die transmembranal verankert sind und bei Veränderungen des 
Gradienten ein intrazelluläres Signal erzeugen [86]. 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Nachweis einer veränderten Genexpression 
als Reaktion auf variierte Umweltbedingungen. Im Rahmen dieser Untersuchungen 
wurden der Sorbitol-fermentierende (SF) E.coli Stamm 659/97 und der nicht Sorbitol-
fermentierende (NSF) Stamm E96/1938 nach phäno- und genotypischer 
Charakterisierung in LB-Medium unter variierten pH- und Sauerstoffbedingungen 
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angezüchtet. Durch Probengewinnung, elektrophoretische Auftrennung der Proteine per 
SDS-PAGE und Digitalisierung im Photo-Imager konnten computergestützt zusätzlich 
exprimierte Proteinbanden detektiert werden. Als Vergleichsparameter dienten der pH-
Wert, das unterschiedliche Sauerstoffangebot im Brutschrank (-O2) und 
Inkubationsschüttler (+O2) sowie die Proteinprofile beider E.coli Stämme im intra- und 
interkulturellen Vergleich.  
 
Die Ergebnisse zeigen auf eine Veränderung im Proteinprofil sowohl bei Stamm 659/97 
als auch bei E96/1938, was anhand von zusätzlich detektierten und verstärkt 
exprimierten Proteinbanden verschiedener Molekulargewichte in den Gelläufen 
analysiert wurde. 
Stamm 659/97 zeigt im intrakulturellen Vergleich insgesamt fünf zusätzliche Banden 
im pH-neutralen Bereich (-O2, bzw. +O2), die pH-abhängig reguliert scheinen. Die 
Größe der Proteinbanden betrug 140,106, 58, 52 und 47 kDa. 
Drei weitere Proteinbanden mit 80, 62 und 50 kDa konnten je nur bei verändertem 
Sauerstoffangebot (im sauren undbasischen pH-Bereich) detektiert werden und scheinen 
sauerstoffabhängig reguliert zu sein. 
Bei Stamm E96/1938 konnten im intrakulturellen Vergleich im pH-neutralen Bereich 
insgesamt neun zusätzliche Proteinbanden (-O2, bzw. +O2) nachgewiesen werden, die 
pH-abhängig reguliert scheinen. Die Proteinbanden besaßen eine Größe von 125, 84, 
76, 63, 56, 55, 38, 27 und 23 kDa. 
Weitere sechs Proteinbanden wurden in Abhängigkeit von unterschiedlichem 
Sauerstoffangebot (beide pH-Bereiche) mit 66, 55, 35, 28, 21 und 18 kDa detektiert 
 
Im interkulturellen Vergleich wurden Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den 
Proteinprofilen bestimmt. 
Stamm 659/97 wies im Unterschied zu Stamm E96/1938 insgesamt drei zusätzliche 
Proteinbanden mit 108, 84 und 44 kDa auf (sowohl pH- als auch O2-abhängig reguliert). 
Bei Stamm E96/1938 wurden im Unterschied zu Stamm 659/97 ebenfalls drei 
zusätzliche Gelbanden (sowohl pH- als auch O2-abhängig reguliert) mit 104, 64 und 57 
kDa detektiert. 
In Abhängigkeit zum variierten Sauerstoffangebot konnten bei beiden Stämmen 
insgesamt sechs gemeinsame Proteinbanden (sowohl pH- als auch O2-abhängig 
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reguliert) nachgewiesen werden. Die Größe der Proteinbanden lag bei 80, 75, 60, 49, 30 
und 25 kDa. 
 
Exemplarisch wurden ausgewählte Proteinbanden eluiert und im MALDI-TOF MS 
näher charakterisiert. Die Analyse im MALDI-TOF MS erlaubt eine genaue 
Bestimmung des Verhältnisses von Masse zu Ladung der zu untersuchenden Moleküle. 
So konnte beispielsweise eine zusätzliche detektierte Bande als das Enzym 
Tryptophanase (52 kDa, Sequenzabdeckung 61 %) bei SF Stamm 659/97 bei Anzucht 
unter neutralem pH-Wert (+O2) identifiziert werden. 
 
Das Enzym Tryptophanase spaltet Tryptophan in Indol, Ammoniak und 
Brenztraubensäure. Beim Indol-Test färbt sich die sog. Kovacs-Reagenz bei positivem 
Testergebnis intensiv rot [27, 34, 48]. Bei hoher Tryptophan-Konzentration wird die 
Transkription der Tryptophanase über negative Rückkopplung gehemmt und der 
Tryptophanspiegel nivelliert. Das sog. trp-Operon greift auf Transkriptionsebene in die 
prokaryontische Genregulation über Attenuation („Dämpfung“) durch Hemmung der 
RNA-Polymerase ein. Bei ausreichend hohem Tryptophanspiegel kann eine sog. 
Leader-Sequenz gelesen werden, wodurch es zu Basenpaarungen in Form einer 
Repressorschleife kommt, die als Terminationssignal dient und eine weitere 
Tryptophansynthese verhindert [21, 36, 49, 74, 82, 91]. 
 
Bereits Blankenhorn et al. [18] untersuchten in 2D-Gelen regulierte Proteinexpressionen 
unter Stressbedingungen, speziell das Wachstum von E.coli in den pH-Wert-
Toleranzgrenzen. Die Arbeitsgruppe zeigte einen Zusammenhang zwischen pH-Wert 
bzw. Sauerstoff- und Proteinregulation und dass bei hohem basischen pH-Wert verstärkt 
Tryptophan-Deaminsase exprimiert wird, die in ihrer Funktion über Säureproduktion 
vermutlich den basischen pH-Wert neutralisieren und einer Basizität entgegenwirken 
kann. Außerdem konnten die Säure-induzierte Expression von Proteinen wie YfiD 
(Pyruvat-format-lyase-Untereinheit), AhpC (Alkylhydroperoxid-Reduktase-
Komponente) oder AceA (Isocitratlyase) nachgewiesen werden. 
Blankenhorn et al. wiesen die unterschiedlich exprimierten Proteine in 2-D-Gelen nach. 
Die Signale aus mehreren Gelläufen wurden digitalisiert und bewertet. Für jeden 
einzelnen Ansatz waren somit mehrere Gelläufe erforderlich. 
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In dieser Arbeit gelang die vergleichende Quantifizierung und Identifizierung von 
unterschiedlich exprimierten Proteinen in einem 1-D-Gellauf mit deutlich geringerem 
Aufwand. Die Proteinespressionsmuster unterschiedlicher Ansätze konnten somit in 
einem Gellauf direkt miteinander verglichen werden. 
 
Die Charakterisierung von Proteinen per MALDI-TOF ist wegen der hohen Spezifität 
und Genauigkeit ein häufig angewandtes Verfahren [39, 50, 78]. Shevchenko et al. 
beschrieben in ihren Untersuchungen die Proteinextraktion aus 2-D-Gelen und 
anschließender MALDI-TOF MS- Analyse als zuverlässige Methode. Zwar konnten 
Henzel et al. zeigen, dass die Proteinauftrennung im 2-D-Gel einfacher und präziser ist, 
da beispielsweise die Überlagerung zweier Proteine fast gänzlich entfällt, allerdings ist 
die Identifikation einzelner Kandidatenproteine auf Grund mangelnder Übersicht 
erschwert. Wie auch in der Studie von Shevchenko et al., wurden eine Vielzahl von 
Proteinspots nach In-Gel-Digestion per MALDI-TOF-MS analysiert und erst 
anschließend auf Relevanz überprüft, was eine hohe Kosten- und Zeitinvestition 
bedeutete. 
 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es sogar im 1-D-Gel möglich ist, 
Expressionsunterschiede durch Proteinauftrennung zu detektieren und 
Kandidatenproteine gezielt im MALDI-TOF MS zu charakterisieren. Außerdem ist ein 
direkter Vergleich von Proteinprofilen auf Grund besserer Übersichtlichkeit möglich. 
Die Proteinauftrennung im 1-D-Gel ist folglich keineswegs nachteilig gegenüber der 
Auftrennung im 2-D-Gel, sondern kann durch geeignete Analysetools den 
Arbeitsaufwand erheblich reduzieren. 
 
Zur Analyse der prokaryontischen Genexpression stehen verschiedene Methoden zur 
Verfügung, die eine semi-quantitative und qualitative Auswertung von 
Expressionsprofilen und die Charaktersierung von Kandidatenproteinen ermöglichen. 
Neben Standardmethoden wie in-situ-Hybridisierung, Northern-Blot, Western-Blot und 
real-time PCR kommen serielle Analyse der Genexpression (SAGE) und Microarrays 
häufig zum Einsatz. Vor allem MALDI-TOF MS gewinnt in den letzten Jahren 
zunehmend an Bedeutung. Voraussetzung für viele der komplexen Methoden ist die 
Kenntnis des zu untersuchenden Proteins um es qualitativ über seine Signalstärke zu 
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charakterisieren. Anders als in Studien, die bekannte Proteine, z.B. Outer membrane 
proteine (OMP) wie deoC, metabolische Enzyme (z.B. GapA, TnaA, HisC, HisD), 
periplasmatische Proteine (z.B. ProX, OppA, DegQ, MaIB, MgIB), Stress-Proteine (z.B. 
DsbA, Tig, UspA), glykolytische Enzyme (z.B. GapA, DsbA, GatY, UspA), oder auch 
DeoC qualitativ charakterisierten [5, 25, 32, 93], beschäftigt sich unsere Arbeit mit dem 
semi-quantitativen Nachweis bislang unbekannter Proteine. 
 
Die vorliegende Arbeit präsentiert eine effiziente Methode, ein in Abhängigkeit auf 
veränderte Umweltbedingungen regulativ verändertes Proteinprofil zu detektieren und 
näher zu charakterisieren. Der Faktor Sauerstoff erscheint im Zusammenhang mit dem 
von E.coli bevorzugten Milieu besonders interessant, da bereits in der Mundhöhle ein 
verringertes Sauerstoffangebot herrscht, das bei einer Besiedlung durch E.coli 
Regulationsmechanismen induzieren kann. Interessant ist die veränderte 
Proteinexpression in Abhängigkeit zum pH-Wert, da E.coli bei der Passage durch den 
Magen-Darm-Trakt extrem sauren pH-Werten ausgesetzt ist. 
 
Im Hinblick auf zukünftige Untersuchungen könnte die beschriebene Methode auch bei 
anderen Erregern hilfreich beim Auffinden von exprimierten Virulenzfaktoren sein, die 
unter verschiedenen Umweltbedingungen reguliert werden. Diese könnten mit Hilfe von 
Virulenzmarkern über Western-Blot-Verfahren detektiert werden. So gewonnene 
Erkenntnisse könnten zur Prävention oder Entwicklung einer medikamentösen Therapie 
eingesetzt werden. Bisher ist eine kausale Therapie der EHEC-Infektion nahezu 
unmöglich und die symptomatische Therapie in Form von erhöhter Flüssigkeitszufuhr 
und dem damit angestrebten Ausgleich des Flüssigkeits- und Elektrolythaushalts 
(Rehydratation) das Mittel der Wahl. Eine antibiotische Therapie ist in der Regel 
kontraindiziert, da es so zu erhöhter Freisetzung von Toxinen und im Anschluss daran 
zu intestinalen Komplikationen kommen kann [17, 90]. Vermieden werden sollte die 
Gabe von Darmmotilitätshemmern, da durch die längere Verweildauer der EHEC im 
Darm ein dauerhaft schädigender Einfluss ausgeübt werden kann [57, 62, 83]. Eine 
signifikant wirksame Behandlung mit Heparin- oder Urokinasefusionen, 
Plasmainfusion, Glucocorticoidsteroidgabe sowie Acetylsalicylsäurepräparaten konnte 
nicht nachgewiesen werden. 
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 
 
Eine Veränderung der Parameter pH und Sauerstoff während des bakteriellen 
Wachstums der EHEC-Stämme SF 659/97 und NSF E96/1938 bewirkt auch eine 
Veränderung des Proteinexpressionsmusters. Die veränderten Proteinexpressionen 
können durch eine semi-quantitative und qualitative Analyse mittels eindimensionalen 
SDS-Gelen mit Hilfe der Software QuantityOne bestimmt werden. Die unterschiedlich 
regulierten Proteine können einem direkten Vergleich unterzogen und nach 
Elektroelution und In-Gel-Digestion im MALDI-TOF MS charakterisiert werden. 
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7. Anhang 
 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abkürzungsverzeichnis 
°C  Grad Celsius 
Abb.  Abbildung 
Ampli-Taq Amplifikations-Taq 
bp  Basenpaar 
ca.  circa 
dest.  destilliert 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs  Desoxyribonukleosid-5´-
triphosphate 
E.coli  Escherichia coli 
eae  E. coli “attaching and 
effacing”-Gen, Intimin 
EHEC  Enterohämorrhagische E. coli 
EHEC – hly EHEC – Hämolysin – Gen 
EspP   extrazelluläre Serinprotease 
et al.  et alteri, und andere 
Fa.  Firma 
fliC   Flagellin– Gen 
fur  ferric uptake regulator 
h  Stunde 
HPLC  high pressure liquid 
chromatography 
HUS  hämolytisch-urämisches 
Syndrom 
kB  Kilobasenpaare 
kD  Kilo-Dalton 
konz.  Konzentriert 
LB  Luria Bertani 
LEE  Locus for Enterocyte 
Effacement 
Lsg.  Lösung 
 
mA  Milliampere 
MALDI-MS Matrix-unterstützte Laser-
desorptions/-Ionisations-
Massenspektometrie 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
mg  Milligramm 
ml  Milliliter 
min  Minuten 
OD  Optische Dichte 
PAGE  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
PCR  Polymerase chain reaction 
(Polymerasekettenreaktion) 
pH  Pondus Hydrogenii 
RSA  Rinderserumablumin 
s.  siehe 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SMAC-Agar       Sorbitol MacConkey-Agar 
Tab.  Tabelle 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA-
Polymerase 
TBE-Puffer Tris-Borsäure-EDTA-Puffer 
TCA  Trichloressigsäure 
TEMED N, N, N´, N´- 
Tetraethylendiamin 
Tris  Tris (hydroxymethyl)-
aminomethan 
ÜN  Übernachtkultur 
UV  ultraviolett 
V  Volt
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